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Composes derives des oxindoles 
et leur application therapeutique en cancerologie 

La presente invention concerne des composes derives des oxindoles, leur 
utilisation pour inhiber la vascularisation d'une masse tumorale et/ou leur application 
therapeutique pour la preparation d'un medicament ayant une propriete 
pharmacologique antivasculaire. 

Les etapes essentielles du cycle cellulaire d'un eucaryote se decomposent de 
la fa$on suivante : 

Apres la phase M, qui se compose d'une division nucleaire (mitose) et d'une 
division cytoplasmique (cytodi£rese), les cellules filles commencent l'interphase d'un 
nouveau cycle. Cette interphase commence avec la phase Gl pendant laquelle on 
note une reprise accrue des activites de biosynthese de la cellule. La phase S 
commence quand la synthese de l'ADN demarre et se termine quand les 
chromosomes se sont repliques (chaque chromosome est alors compose de deux 
chromatides soeurs identiques). La cellule entre ensuite en phase G2 (derniere phase 
de l'interphase) qui se poursuit jusqu f au debut de la mitose, initiant la phase M. La 
division cellulaire comporte ainsi la division des chromosomes (ou mitose) et la 
division du cytoplasme (ou cytodierese). 

Le processus de mitose comprend plusieurs phases : 

• la prophase caracterisee par la condensation de TADN et la duplication dans le 
noyau encore intact des chromosomes en deux chromatides unies par un 
centromere., 

• la metaphase ou Ton observe la dissolution de la membrane du noyau et la 
formation d'un faisceau de microtubules et proteines, le fuseau mitotique, sur lequel 
les chromosomes se placent en position equatoriale pour former la plaque 
metaphasique, 

• Tanaphase qui consiste en la separation et la migration des chromatides de part et 
d'autre du noyau vers les poles du fuseau mitotique en s'attachant aux microtubules 
a Paide d'une structure appelee kinetochore, 

• la telophase : lors de cette etape, les chromosomes reprennent la forme de deux 
reseaux de chromatine fine diffuse, l'enveloppe nucleaire se reforme, puis la 
membrane cytoplasmique, et un nouveau reseau de microtubules apparait dans le 
cytoplasme. 
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Les microtubules sont des fibres microscopiques qui font parti e du 
cytosquelette cellulaire et jouent un role crucial dans la division, le transport et la 
mobilite de la cellule. Les microtubules sont composes de tubuline, une proteine 
heterodimerique qui polymerise pour former de fa§on reversible les microtubules qui, 
5 eux-memes s'assemblent pour composer le fuseau mitotique lors de la m£taphase. 

De par sa fonction dans la cellule, la tubuline represente ainsi une cible de 
choix pour des composes antimitotiques a visee antitumorale. 

II est maintenant bien etabli que le developpement d'une vascularisation 

10 intra ou peritumorale est un evenement cle autant pour la croissance d'une tumeur que 
pour la dissemination metastatique par voie sanguine. Un vaisseau sanguin nourrit en 
effet des millions de cellules. Ainsi, il est primordial dans une approche 
anticancereuse de limiter rapport sanguin au site de la tumeur. 

L'angiogenese est un m6canisme de neovascularisation qui prend naissance £ 

15 partir d'un reseau capillaire existant. On peut soit empgcher la formation de nouveaux 
vaisseaux sanguins dans la tumeur (antiangiogenese) soit envisager une destruction 
des vaisseaux existants dans le but de limiter Tapprovisionnement en nutriments de la 
tumeur (approche antivasculaire). 

Dans Tapproche antiangiogenique qui est une approche cytostatique, les 

20 facteurs angiogeniques generalement synthetises par les tumeurs comme le VEGF 
(Vascular Endothelial Growth Factor), le PD-ECGF (Platelet Derived Endothelial Cell 
Growth Factor) ou le b-FGF (Facteur de Croissance basique des Fibroblastes) sont 
bloqu6s. La croissance de nouveaux vaisseaux peut egalement etre inhibee avec des 
molecules antiangiogeniques tels que les inhibiteurs du recepteur 

25 tyrosine kinase KDR, des anticorps anti-integrines, ou par des polypeptides 
anti-angiog&iiques naturels comme l'angiostatine ou Tendostatine. 

Au contraire, l'approche antivasculaire induit des effets cytotoxiques. La 
colchicine, le colcemide, et le nocadazole inhibent la polymerisation de la tubuline. La 
vinblastine et la vincristine, & faibles concentrations, inhibent egalement la 

30 polymerisation, mais en interagissant £ un site distinct du precedent, & concentration 
plus elevee, ces deux demises molecules peuvent agreger la tubuline. Le taxol, au 
contraire, ,stimule V assemblage de la tubuline en microtubules et stabilise les 
microtubules pre-formes. 

Tous ces composes cependant, qu ! ils polymerisent la tubuline ou qu'ils 

35 depolymerisent les microtubules ont un meme effet antimitotique done cytotoxique vis- 
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a-vis des cellules endotheliales et tumorales. Certains composes inhibiteurs de la 
polymerisation des microtubules tels que la colchicine, la vincristine ou la vinblastine 
ont de plus ete caracterises pour leur activite anti-vasculaire c'est-a-dire qu'ils induisent 
en quelques heures un arret du flux sanguin dans la tumeur et une necrose 
hemorragique dans des modeles experimentaux de tumeur. 

Beaucoup de ces composes capables de se fixer & la tubuline comme la 
combrestatine A4 ou les analogues de taxol sont insolubles dans Teau. La demande de 
brevet WO/48606 decrit une m6thode qui par le biais d'une phosphorylation, permet la 
solubilisation de la combretastatine A4 dans Teau. Ce compose phosphoryle est sous 
forme de prodrogue (c'est-a-dire inactive) mais est capable de devenir active in vivo 
sous Taction de phosphatases non specif iques et ainsi, de stopper le cycle cellulaire en 
phase G2/M. 

La demande de brevet WO96/40116 decrit ces derives d'oxindoles pour 
moduler le signal de transduction de la proteine tyrosine kinase (PTK). 

La demanderesse a decouvert une famille de composes chimiques derives 
des oxindoles ou indolin-2-ones ayant une action d* inhibition de polymerisation de 
tubuline, un effet cytotoxique sur des cellules epitheliales tumorales et une action sur 
le detachement cellulaire. On entend par "detachement cellulaire" le detachement des 
cellules endotheliales des vaisseaux qui vont entrainer une disorganisation de ces 
vaisseaux et, par consequent, une stase du flux sanguin et necrose subsdquente de la 
tumeur par non-approvisionnement essentiellement en facteurs de croissance et en 
oxygene. 

L'objet de Tinvention est Tutilisation de composes derives de Tindolin-2-one 
pour inhiber la polymerisation de la tubuline, ce qui a pour consequence 
d^nterrompre le cycle cellulaire en phase G2/M. Grace a Taction antimitotique done 
cytotoxique de Tinvention, ces composes pourront exercer un effet antitumorale. En 
outre, de part leur mecanisme d' action -inhibition de la polymerisation de la 
tubuline- pourront exercer un effet antivasculaire sur les tumeurs. 

La presente invention a ainsi pour objet les composes de la formule (I) 
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O 



O 



— NH 



ou 



NH— R 2 



dans laquelle R2 est un groupement alkyle en C1-C3 
dans laquelle X peut etre CI, Br, ou F 

dans laquelle n est compris entre 1 et 3, sous la forme E, Z, ou un melange des deux 
formes d'isomeres. 

Dans les composes de la formule (I), R2 designe preferentiellement un 
groupement methyle, X est preferentiellement chlore, n est de preference egal a 2. 

La prdsente invention a tout particulierement pour objet les composes de la 
formule (I) telle que definie ci-dessus, repondant aux formules suivantes : 
3-[N-(3,5-dichlorophenyl)-pyrrol-2-yl]-5-acetylamino-indolin-2-one 
3-[N-(3-chlorophenyl)-pyirol-2-yl]-5-acaylamino-indolin-2-one 

Les produits de formule generale (I), dans lesquels R5, et X et n sont decrits 
comme precedemment, peuvent etre obtenus par couplage d'une indolin-2-one de 
formule generale (II), dans laquelle R5 est decrit comme precedemment, avec un N- 
phenyl-pyrrol-2-carboxaldehyde de formule generale (III), dans lequel X et n sont 
decrits comme precedemment, selon le schema ci-dessous : 
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(ii) (Hi) <■) 



La reaction de couplage s'effectue generalement dans les conditions decrites 
par E. Knoevenagel ( Chem. Ber. 1900, 23, 172), a savoir dans un solvant protique 
comme le methanol ou l'ethanol, en presence d'une quantite catalytique de base 
organique telle que la pip^ridine, a une temperature comprise entre 20° et la 
temperature de reflux du solvant utilise. 

Les indolin-2-ones de formule generate (II) et les N-phenyl-pyrrol-2- 
carboxaldehyde de formule (III), dans lesquels respectivement R5, X et n sont decrits 
comme precedemment, sont soit commerciaux soit prepares selon les conditions 

decrites dans la litterature. 

Les composes de la pr6sente invention tels que definis ci-dessus possedent des 
proprietes antimitotiques par inhibition de la polymerisation de tubuline en 
microtubules qui sont des composants cles dans 1'etablissement du fuseau mitotique 
lors de la division cellulaire. Ainsi, les molecules interterant avec la polymerisation de 
la tubuline sont susceptibles de limiter les proliferations cellulaires inopportunes telles 
que celles observees dans les cancers. 

Les composes de la pr6sente invention possedent en plus de leurs proprietes 
inhibitrices specifiques de la tubuline, des effets cellulaires tels que des propri6t6s 
antiproliferatives et antivasculaires. Les composes de la presente invention sont 
notamment utiles dans le cadre de therapie de tumeurs primaires de cancers. 

Ces proprietes justifient leur application en therapeutique et Finvention a 
particulierement pour objet a titre de medicaments, les produits de la formule (I) telle 
que definie ci-dessus dans un milieu pharmaceutiquement acceptable. 

Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre administrees par voie buccale, 
par voie parenteral ou par voie locale en application topique sur la peau et les 
muqueuses ou par injection par voie intraveineuse ou intramusculaire. Ces 
compositions peuvent etre solides ou liquides et se presenter sous toutes les formes 
pharmaceutiques couramment utilisees en medecine humaine comme, par exemple, les 
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comprimes simples ou drag<Sifies, les pilules, les tablettes, les gelules, les gouttes, les 
granules, les preparations injectables, les pommades, les cremes ou les gels. Elles sont 
preparees selon les methodes usuelles. Le principe actif peut y etre incorpore k des 
excipients habituellement employes dans ces compositions pharmaceutiques, tels que le 
talc, la gomme arabique, le lactose, l'amidon, le stearate de magnesium, le beurre de 
cacao, les v6hicules aqueux ou non, les corps gras d'origine animale ou vegetale, les 
derives paraffiniques, les glycols, les divers agents mouillants, dispersants, ou 
emulsifiants, les conservateurs. 

La posologie usuelle, variable selon le produit utilise et le sujet traite peut etre, 
par exemple, de 0,05 a 5 grammes par jour chez l'adulte. 

Les exemples suivants illustrent 1'invention sans toutefois la limiter : 
Exemple 1 : 3-[TVK3,5-dichIorophenyI).pyrrol.2-yl].5-acayIaniino-indolin- 

2-one 

A une solution de 2,12 g (11 mmoles) de 5-acetylamino-indolin-2-one dans 
220 mL d'ethanol contenant 0,5 mL de piperidine, on ajoute 2,68 g (1 1 mmoles) de 3- 
[N-(3,5-dichlorophenyl)-pyrrole-2-carboxaldehyde. Le milieu reactionnel est porte au 
reflux pendant 3 heures. Apres refroidissement, le precipite forme est essore, lave par 2 
fois 5 mL d'ethanol glace et seche sous pression reduite. On obtient ainsi 1,81 g (40%) 
de 3-[N-(3,5-dichlorophenyl)-pyrrol-2-yl]-5-acetylamino-indolin-2-one, sous forme 
d'un solide jaune dont la caracteristique est la suivante : point de fusion = 267°C. 

Exemple 2 : 3.[N-(3-chlorophenyl).pyrrol-2-yl]-5-acetylamino-indolin-2- 

one 

En operant comme a T exemple 1, mais a partir de 1,05 g (5 mmoles) de 5- 
acetylamino-indolin-2-one dans 150 mL d'ethanol et de 0,95 g (10 mmoles) de 3-[N- 
(3-chlorophenyl)-pyrrole-2-carboxaldehyde, on obtient 0,32 g (17%) de 3-[N-(3- 
chlorophenyl>pyrrol-2-yl]-5-acetylamino-indolin-2-one, sous forme d'un solide orange 
dont la caracteristique est la suivante : point de fusion = 251°C. 

Exemple 3 : synthese en parallele de 3.(aryl)methylene.indolin-2-one de 
formule generate (I) 

Dans un reacteur magnetique chauffant avec condenseur Zymark, de type 
STEM RS2050 contenant 25 puits en parallele munis chacun d'un tube en verre de 50 
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mL, on introduit 0,5 mmole d'indolyl-2-one de formule generate (II), 0,5 mmole d'un 
aldehyde aromatique de formule generate (III), 5 mL d'ethanol et 1 goutte de 
piperidine. Le milieu reactionnel est porte au reflux pendant une nuit. Apr£s 
refroidissement, et dilution avec 5 mL d'eau, le precipite form6 est essore et seche sous 
5 pression reduite. On obtient ainsi les 3-(aiyl)methylene-indolin-2-ones de formule 
g6n£rale (I), qui peuvent etre representees, a titre non limitatif par le 3-[N-(3,5- 
dichloroph6nyl)-pyiTol-2-yl]-indolin-2-one-5-yl-N-methylcarboxamide (exemple 3-1). 

Exemple 4 : Evaluation de l'inhibition de polymerisation de la tubuline 

10 La tubuline est purifiee a partir de cerveaux de pore (Shelanski et aL, 1973, 

Proc. Natl. Acad. Sci.USA, 70, 765-768. Weingarten et al, 1975, Proc. Natl. Acad. 
Sci.USA, 72, 1858-1862). Bridvement, les cerveaux sont broyes et centrifuges dans un 
tampon d'extraction. La tubuline presente dans le surnageant de Textrait subit deux 
cycles successifs de polymerisation a 37°C et depolymerisation a 4°C, avant d'etre 

15 separee des MAPs (Microtubule Associated Proteins) par chromatographic sur colonne 
de phosphocellulose Pll (Whatman). La tubuline ainsi isolee est pure a plus de 95 %. 
Elle est conservee dans un tampon nomme RB/2 30%glycerol de composition MES- 
NaOH [2-(N-morpholino)-ethanesulfonic acid] 50mM, pH6.8 ; MgCh 0.25mM ; 
EGTA 0.5mM ; glycerol 30 % (v/v), GTP (guanosine-5'-tri-phosphate) 0.2mM. 

20 La polymerisation de la tubuline en microtubules est suivie par turbidimetrie : 

la tubuline est ajustee a une concentration de 10|iM dans le tampon RB/2 30 % glycerol 
auquel on ajoute ImM GTP et 6mM MgC^. La polymerisation est declenchee par une 
augmentation de la temperature de 6°C a 37°C dans une cuve de 1cm de trajet optique, 
placee dans un spectrophotometre UVIKON 931 (Kontron) equipe d'un porte-cuve 

25 thermostate. L' augmentation de la turbidite de la solution est suivie a 350nm. 

Les produits a tester sont mis en solution a lOmM dans le DMSO et ajoutes a 
des concentrations variables (0.5 a IO^iM) a la solution de tubuline avant 
polymerisation. Les resultats sont exprimes en pourcentage d'inhibition de la 
polymerisation par rapport aux controles. 

30 La CI50 est definie comme la concentration de produit qui inhibe de 50 % la 

vitesse de polymerisation de la tubuline. 

Mesure de Tinhibition de la polymerisation de la tubuline en fonction des 

composes de formule (T) 



35 
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Exemple 
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On considere comme tres actif un produit dont la CI50 est inferieure ou egale a 
Sur les trois composes testes, ceux portant deux residus chlore semblent plus 

5 actifs. 

Exemple 5 : E valuation de Pinhibition de proliferation de cellules HeLa 

On evalue la proliferation des cellules HeLa en mesurant T incorporation de 
[ I4 C]-thymidine de la fa9on suivante. Les cellules HeLa (cellules epitheliales tumorales 

10 d'origine humaine) sont cultivees dans un milieu DMEM (Gibco) qui contient 10 % de 
serum de veau foetal inactive par la chaleur et des antibiotiques (penicilline 1 %, 
streptomycine 1 %). Pour effectuer le test de proliferation, on ensemence les cellules 
dans des microplaques cytostar 96 puits (Amersham), a raison de 5000 cellules par 
puits. On ajoute ensuite la [ 14 C]-thymidine (0.1|aCi/puits) et les composes a evaluer a 

15 des concentrations variant jusqu'a lOjaM ; le DMSO utilise pour solubiliser les 
composes ne doit pas exceder 0.5 % dans le milieu. 48h apres incubation a 37°C, on 
mesure la radioactivite incorporee dans les cellules par comptage de la plaque dans un 
compteur TRI-LUX (Wallac). Les resultats sont exprimes en % de coups incorpores 
dans les cellules en presence de composes par rapport au temoin de proliferation. 

20 La CI50 est definie comme la concentration de produit qui diminue de 50 % la 

radioactivite par rapport a un controle non traite. 



Mesure de Tinhibition de proliferation de cellules HeLa en presence de 

composes de formule CD 



1 er depot 



9 



Exemple 


R5 


j^^-(X)n 


Inhibition de 
proliferation de 
cellules HeLa 


1 


o 


y 


0.05 


2 


o 


t 


2.3 



On considere qu'un produit dont la CI 5 o est inferieure a 1 jiM est cytotoxique 
Parmi les deux composes testes, le compose 1 presente des caracteristiques 
interessantes en ce qui concerne Tinhibition de la proliferation cellulaire. 

Exemple 6 : Evaluation de Feffet de detachement de cellules endothelials 
HDMEC 

devaluation du detachement des cellules endotheliales in vitro est determinee 
de la fa9on suivante. Les cellules HDMEC (Human Dermal Microvascular Endothelial 
Cells, Promocell, c- 122 102) sont cultivees dans un milieu ECGM-MV qui contient 5 % 
de serum de veau foetal inactive par la chaleur, des facteurs de croissance (EGF 10 
ng/mL, hydrocortisone 1 p,g/mL, 0.4 % supplement de croissance avec heparine) et des 
antibiotiques (amphotericin 50 ng/mL et gentamicine 50 jig/mL). Pour le test de 
detachement, les HDMEC sont ensemencSes a 5000 cellules par puits dans des plaques 
96 puits a fond clair (Costar) pre-adsorbees avec de la fibronectine (10 ng/mL) ou de la 
vitronectine (1 ng/mL) ou de la gelatine. Vingt-quatre heures plus tard, le milieu de 
culture est remplace par du milieu ECGM-MV 0.1 % BSA (serum albumine bovine) 
contenant les produits indiques. Les concentrations testees sont 0,1-0,3 et 1 jaM pour 
chaque produit. Aprds deux heures de traitement, les cellules sont marquees pendant 
une heure a la calceine (1.6 |ag/mL, Molecular Probes) dans du milieu ECGM-MV 0.1 
% BSA. Les cellules detachees sont ensuite enlevees par lavage avec du milieu ECGM- 
MV 0.1 % BSA; 100 ^il de milieu est ajoute a chaque puits. La fluorescence des 
cellules qui restent attachees au substratum du puits est comptee a Paide d'un 
fluorimetre, Spectrafluor Plus (Tecan, excitation 485 nm, et emission 535 nm). Les 
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donnees sont la moyenne de six 6chantillons differents et sont exprimees en 
pourcentage du controle (cellules non traitees). 



Exemple 
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Un effet de detachement cellulaire superieur ou 6gal a 1 5 % est considere 
comme significatif. 

Le produit 1 a done , en plus de proprietes d ! inhibition de la tubuline et 
d'inhibition de la proliferation cellulaire des cellules HeLa testees, une action 
10 marquee sur le detachement de cellules endotheliales. 
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REVENDICATIONS 



1. Compos6 de formule (I) 




dans laquelle R 3 est choisi parmi les groupements : 



O 



o 



-NH— C 



r C NH— R 2 



dans laquelle R2 est un groupement alkyle en C1-C3 
dans laquelle X peut etre CI, Br, ou F 

dans laquelle n est compris entre 1 et 3, sous la forme E, Z, ou un melange des deux 
formes d'isomeres. 

2. Compose" selon la revendication 1 caracteris6 par le fait que R2 est un 
groupement m&hyle. 

3. Compos6 selon la revendication 1 ou 2 caracterise par le fait que X est CI. 

4. Compose selon l'une quelconque des revendications 1 a 3 caracteris6 par 
le fait que n est egal a 2. 



5. Compose selon l'une quelconque des revendications 1 a 4 caracterise par 
le fait qu'il est choisi parmi : 

3-[N-(3,5-dichlorophenyl)-pyrrol-2-yl]-5-ac6tylamino-indolin-2-one 
3-[N-(3-chlorophenyl)-pyrrol-2-yl]-5-acetylamino-indolin-2-one 



1er depot 



12 



3-[N-(3,5-dichloroph6nyl)-pyrrol-2-yl]-indolin-2-one-5-yl-N-methylcarboxamide. 

6. Procede de preparation des composes de formule (I) caracterise par le fait 
que Ton soumet le compose de formule (II) 

R 5 . 

ti N r \ 

o 




dans laquelle R 5 est choisi parmi les groupements : 



— NH 



O 
II 

C 



O 
II 

C 



ou 



NH — R- 



dans laquelle R2 est un groupement alkyle en C1-C3 



a une reaction avec un compost de formule (III) 




dans laquelle X peut etre CI, Br, ou F 
dans laquelle n est compris entre 1 et 3. 

7. Proc6de selon la revendication 6, caracterise par le fait que la reaction 
s'effectue en presence de pipeiidine et d'ethanol au reflux. 

8. Compose selon 1'une quelconque des revendications 1 a 5 pour son 
application comme m6dicament. 



9. Composition pharmaceutique caract6risee par le fait qu'elle comprend dans 
un milieu pharmaceutiquement acceptable, un compost selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5. 
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10. Medicament caract^rise par le fait qu'il contient au moins un compose 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 5 pour son application therapeutique dans 
le traitement des tumeurs primaires de cancers. 

11. Medicament selon la revendication 9 pour son application dans le 
traitement du cancer par action inhibitrice sur la polymerisation de la tubuline en 
microtubules. 

12. Medicament selon la revendication 9 pour son application dans le 
traitement du cancer par action inhibitrice de la proliferation cellulaire. 

13. Medicament selon la revendication 9 pour son application dans le 
traitement du cancer par action de detachement de cellules endotheliales. 

14. Medicament selon la revendication 9 pour son application dans le 

« 

« 

traitement du cancer par action antivasculaire. 

15. Utilisation d'un compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 5 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement du cancer. 
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